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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Untersuchung von antigenhaltigen Blutserumproben 

{§) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Untersu- 
chung von antigenhaltigen Blutserumproben, die in Stanzlo- 
cher einer antiserumhaltigen Gelplatte zwecks Bildung von 
Prazipitatringen infolge Radial-lmmundiffusion eingebracht 
wurden. Jedes genau eine Probe (Referenzprobe, zu unter- 
suchende Probe) enthaltende Plattenfeld wird elektrontsch 
abgebildet, als Grauwert-Matrix abgelegt und softwarema- 
Big ausgewertet, wobei die Auswertung der Abbildungen 
folgende Schritte umfafit: 

a) Suchen des Stanzlochos innerholb der Abbildung mit Hilfe 
einer lageveranderlichen Maske (Kreis) - sowie ggf. dessen 
GroBenbestimmung durch GroSenveranderung der Maske 
(Kreis) - bis zur groBtmoglichen Deckling mit dem Stanz- 
loch; 

b) Bestimmung der GroBe des Prazipitatrings durch GroBen- 
und Lageanderung der Maske (Kreis) urn das Stanzloch bis 
zur groBtmoglichen Deckung mit dem Prazipitatring 
und wobei eine Kalibrierung des AbbildungsmaBstebs mit 
Hilfe der erkannten GroBe des Stanzlochs erfolgt und die 
GroBe der Prazipitatringe der zu untersuchenden Proben mit 
der GroBe der Prazipitatringe der Referenzproben verglichen 
wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Un- 
tersuchung von antigenhaltigen Blutserumproben mit- 
tels einfacher radialer Immundiffusion (RID). 

Bei einem radialen Immundiffusions-Test wind anti- 
genhaltiges Untersuchungsmaterial in Stanzlocher einer 
etwa 1 mm dicken antikorperhaltigen Agarosegel- 
schicht gefiillt mit der eine Probenplatte prapariert ist 
Bei der im AnschluB beginnenden Diffusion wandern 
die gel&sten Antigene solange radial in die Umgebung 
der Stanzlocher, bis im Aquivalenzbereich mit den Anti- 
korpern ein Antigen-Antikorper-Immunkomplex als 
unlosliches, sichtbares Prazipitat ausfSllt. Je hoher die 
Antigenkonzentration der Probe ist, desto ein groBerer 
Prazipitatring entsteht am das Stanzloch. Die Auswer- 
tung der Serumproben, d. h. die Quantifizierung des An- 
tigens im Serum, kann somit uber das bei geeigneten 
Verhaltnissen meBbare Quadrat des Ringdurchmessers 
bzw. Durchmessers innerhalb des Prazipitatrings im 
Vergleich zu Standardproben vorgenommen werden. 

Das Ausmessen der etwa im Durchmesser 10 mm 
groBen Prazipitatringe erfolgt fur gewohnlich unter 
VergrdBerungsgeraten durch Fachpersonal. Dabei wird 
in der Regel mit einer MeBlupe jede Probe einzeln aus- 
gemessen und deren MeBwert und Position notiert. 

Nach der DE 31 19 269 Al ist auch schon ans telle 
einer MeBlupe die Verwendung eines umgebauten Mi- 
krofilm-Lesegerates zum Ausmessen erwannt worden. 

Ahnlich arbeitet ein Gerat nach der US 4 021 200, in 
das eine scheibenformige Gelplatte mit kreisformig an- 
geordneten Proben eingelegt wird. Die beleuchtbare 
Platte kann durch einen durchsichtigen Deckel betrach- 
tet werden. Mit einem motorisch verstellbaren Faden- 
kreuzpaar werden nacheinander die Durchmesser der 
Prazipitatringe visuell eingegrenzt und die Ergebnisse 
der Messung digital angezeigt. Die MeBwerte werden 
notiert 

Das Ausmessen wird jeweils erschwert durch eine 
relativ schlechte Bildqualitat So sind die Ringe kontra- 
starm und besit2en verschwommene sowie unregelma- 
Bige, zusammenhanglose Konturen. Mitunter bilden 
sich auch regelrechte Auslaufe, wodurch es zu deutli- 
chen Abweichungen von der idealen Kreisform kommt. 
Deshalb fiihrt die Auswertung zu stark subjektiv ge- 
farbten Ergebnissen. Hinzu kommen die iiblichen Feh- 
lerquellen visueller Mefltatigkeit, also Ablese- und No- 
tationsfehler. Nicht verschwiegen werden darf letztlich 
die starke Belastung der Augen bei perrnanenter Durch- 
fiihrung dieser Arbeiten. 

Zur weiteren Auswertung miissen die notierten MeB- 
werte Uber eine Tastatur einem Rechner eingegeben 
werden, was wiederum Ablese- und Eingabefehler in 
sich birgt 

Alles in allem sind die bekannten Methoden nicht sehr 
genau, ergonomisch belastend, zeitaufwendig und per- 
sonalbindend (GIT Labormedizin 7-8/90, S. 362). 

An sich liegt es nahe, die Messung und Auswertung 
mittels elektronischer Bildverarbeitungsverfahren zu 
automatisieren, zumal Verfahren zur photogrammetri- 
schen Erfassung statischer Aufnahmeobjekte mittels 
opto-elektronischer Festkorper-Flachensensoren seit 
einiger Zeit bekannt sind Bei einem solchen Verfahren 
(DE 38 1 1 837 Al) wird das Aufnahmeobjekt in geome- 
trischen Bezug zu einem Raster gesetzt und beide digi- 
tal abgespeichert Ein kontrastreicher Randbereich des 
korperlich ausgedehnten Objekts wird durch entspre- 
chende unterschiedlich fokussierte Teilbilder ange- 
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strebt. 

Ein solches Verfahren laBt sich zur Messung der ein- 
fachen radialen Immundiffusion aber nicht anwenden. 
Zum einen wurde eine unterschiedliche Fokussierung 
5 zur Bestimmung der unscharfen Zonengrenzen nicht 
fiihren. Zum anderen wurden Auslaufer oder Ausfran- 
sungen nicht unterdriickt werden, Zu bedenken sind 
weiterhin Storquellen, die durch Kratzer, Staub- und 
Schmutzpartikel, Beschriftungen oder Schlieren im Gel 

io oder in der Probenplatte gebildet werden und im prakti- 
schen Betrieb unausbleiblich sind. 

Nach der DE 40 13 180 Al wird eine Testflussigkeit 
zum Nachweis von Hamolyse dahingehend bildverar- 
beitend untersucht, ob durch sie ein auf eine Mikroplat- 

15 te aufgemaltes Bild (Dreieck) anhand seiner Randschar- 
fe erkannt wird oder durch Partikel in der Testflussig- 
keit bezuglich eines Schwellenwertes unscharf und da- 
mit nicht relevant wird. Ein Ausmessen eines groBenva- 
riablen, gestorten Objekts erfolgt nicht 

20 Auch ein Verfahren, basierend auf einer Konturen- 
verfolgung mittels Differenzieren der Bildinformatio- 
nen nach der DE 40 40 726 Al muB aufgrund der ge- 
nannten Storungsvielfalt ausscheiden, da es zu vollig 
falschen bzw. nicht auszuwertenden Ergebnissen fiihren 

25 wOrde. Indem das Variationsverhaltnis der Lichtintensi- 
tat an den Grenzen des vorhandenen Musters gemessen 
wird, wurden, gleichgultig, ob das Muster zu dem zu 
bestimmenden Objekt gehdrt oder zu Storungen, un- 
vermeidlich ObjektmiBbildungen und Storobjekte in die 

30 Konturenbildung einbezogen werden. 

Nach der US 4 794 450 ist eine Hochgeschwindig- 
keitsapparatur zum bildverarbeitenden Erkennen von 
Agglutinationsmustern fur diagnostische Untersuchun- 
gen bekannt. Mehrere Hundert Proben werden analy- 

35 siert, je nach Befund unterschiedlich gckennzeichnet 
ausgeplottet und das gewonnene Bild ausgewertet. Die 
Unterscheidung verschiedener Muster in storungsar- 
mer Umgebung ist jedoch nicht Gegenstand der Erfin- 
dung. 

40 Die erste mit der Erfindung zu uberwindende Schwie- 
rigkeit ist die, daB bei den in Betracht kommenden Gel- 
platten die einzeln mit Hand eingebrachten Stanzlocher 
zwar einen ausreichend exakten Durchmesser besitzen, 
aber ihre Lage pro Lochfeld nicht genau genug positio- 

45 niert werden kann. Es kann zwar sichergestellt werden, 
daB je Lochfeld nur ein Stanzloch eingebracht ist, aber 
dieses kann sich an verschiedenen Orten innerhalb die- 
ses Feldes befinden. Dieser Ort muB durch die Bildver- 
arbeitung gefunden werden. 

50 Als weitere Schwierigkeit kommen Storobjekte, wie 
Beschriftungen, Kratzer, Schlieren, Fingerabdriicke, 
Fremdpartikel und Risse im Gel hinzu. Sie lassen sich 
auch bei auBerster Behutsamkeit nicht zuverlassig ver- 
meiden. 

55 Drittens bilden die Bildpunkte, die zu der Probe geh6- 
ren, nur im Idealfall einen konzentrischen, geschlosse- 
nen Ring urn das Stanzloch im Gel. Wie die Praxis zeigt, 
sind von dieser Idealausbreitung mannigfache Abwei- 
chungen eher die Regel. Die tCreise sind eben nicht 

60 immer konzentrisch. Sie sind auch oft nicht geschlossen, 
sondern lediglich halbkreisartig. Die Kreisperipherie 
kann-auch so aussehen, daB klcine, nicht zusammenhan- 
gende Teilkreisbdgen vorhanden sind. Weiterhin treten 
Ausbeulungen auf, also Deformierungen der idealen 

65 Kreisform oder gar Ausbuchtungen, also kleine Fortset- 
zungen, die am Kreisrand hangen. Zusatzlich sind die 
Kreise von unterschiedlicher Qualit&t, sie sind mehr 
oder weniger verschwommen, kontrastarm und von 
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